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(57) Abstract: The invention concerns compounds of general for- 
mula (I), wherein: A represents one of the radicals in which R 5 rep- 
resents independently a hydrogen atom, or alkyl; R 6 , R 7 and R 8 in- 
dependently represent a hydrogen atom, alkyl, cycloalkyl, hydroxy 
or alkoxy; R u represents a hydrogen atom of alkyl; and R 9 , R 10 
and R 12 independently represent a hydrogen atom, alkyl, hydroxy 
or alkoxy; B represents a hydrogen atom or alkyl; n represents an 
integer from 0 to 5; R l and R 2 independently represent a hydrogen 
atom, alkyl or cycloalkyl; R 3 and R 4 independently represent a hy- 
drogen atom or an alkyl radical, or R 3 and R 4 together form with 
the nitrogen atom which bears them a heterocycle optionally sub- 
stituted comprising in all 1 to 2 heteroatoms and 5 to 7 members. 
Said compounds can be used for preparing a medicine for protect- 
ing mitochondria, and in particular a medicine for preventing or 
treating cirrhosis. 



(57) Abrege : Selon 1' invention, les composes de formule gene- 
rale (I). dans laquelle A represente Tun des radicaux dans lesquels 
R 5 represente un atome d'hydrogene ou alkyle, R 6 , R 7 et R 8 repre- 
sentent inddpendamment un atome d 'hydrogene, alkyle, cycloal- 
kyle, hydroxy ou alkoxy, R 11 represente un atome d'hydrogene ou 
alkyle et R 9 , R 10 et R12 repr£sentent independamment un atome 
(A2) d'hydrogene, alkyle, hydroxy ou alkoxy ; B represente un atome 

d'hydrogene ou alkyle ; n represente un en tier de O a 5 ; R 1 et R 2 
repr6sentent independamment un atome d'hydrogene, alkyle ou cy- 
cloalkyle ; R 3 et R 4 representent independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, ou bien R 3 et R4 forment ensemble avec 
I'atome d' azote qui les porte un heterocycle dventuellement substitue comptant en tout de 1 a 2 het£roatomes et de 5 a 7 chainons 
; peuvent etre utilises pour preparer un medicament destine a proteger les mitochondries, et en parriculier un m6icament destine a 
prevenir ou a trailer la cirrhose du foie. 
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Utilisation de tterivfe de thiazoles pour preparer medicament 
destine k proteger les mitochondries 



La pr6sente invention a pour objet 1'utilisation des derives de thiazoles de formule 
generate Q) d^crite plus loin pour preparer un medicament destine & proteger les 
mitochondries, et en particulier un medicament destine a prevenir on h traiter la cirrhose 
dufoie. 

La demanderesse avait deja d^crit dans la demande de brevet PCT WO 01/26656 des 
derives de thiazoles, d'oxazoles et d'imidazotes inhibant lapeioxydation lipidique et/ou 
les monoamine oxydases et/ou modulant les canaux sodiques. Ces proprietes confferent 
b ces composes des applications theiapeutiques interessantes comme, notamment, le 
traitement de maladies neurodegeneratives ou de la douleur. 

La demanderesse vient a pjn&ent de decouvrir.de fa?oa surprenante que certains 
composes particuliers panni ceux d^crits dans la demande de brevet PCT WO 01/26656 
poss6daieut en outre la iecvdtQ de proteger les mitochondries, ce qui teur ouvre de 
nouvelles applications th£rapeutiques comme par example la prevention ou le traitement 
de la cirrhose du foie, 

> 

En effet, ces composes s'opposent au gonflemerit des mitochondries lorsqu'ii est induit 
par des agents capables de faire chuter le potentiet de membrane mitochondrial. II est 
maintenant Men etabli que le gonflement des mitochondries est provoque par une 
modification de la pexm6abilite de la membrane interne des mitochondries k des petites 
molecules de poids molecuiaire sup^rieur £ 1500 daltons. Ce ph&iom^ne appele 
permeability de transition constScutif a une chute de potentiel de la membrane est 
assocte k l'ouverture irreversible d'un pore a haute conductance un gonflement 
osmotique de la matrice et une liberation de facteurs mitochondriaux ayant la capacite 
de decleneher les etapes initiales de l'apopiose (cytochrome c, facteur induisant 
Papoptose) : voir Gunter, T£. et Pfeiffer, Mechanisms by which mitochondria 
transport calcium, Am. J. Physiol (1990), 258, C755^C786 ; Hunter, D.R. et Haword, 
The Ca 2+ -induced membrane transition in mitochondria. HI. Transitional Ca 2+ 
release, Arch. Biachem. Biophys. (1979), 195, 468-477; Bratton, S.B. et Cohen, G.M., 
Apoptotic death sensor: an organelle's alter ego, TRENDS (2DW), 22, 306-315). 

H devient alors particulierement interessant de trouver des composes qui ernpScheraient 
ou diminueraient le gonflement des mitochondries en s'opposant k Touverture de ce 
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pore a haute conductance. Cette propri6te qui peut etre demontree sur des mitochondries 
isolees peut apporter des benefices cliniques dans des indications therapeutiques 
differentes de celles decrites dans la demande de brevet PCT WO 01/26656, lesquelles 
consistent en des desordres gen6tiques ou fonctionnels mitochondriaux. 

5 Le rapport entre le gonflement des mitochondries et certaines pathologies est 
notamment d6crit dans les references suivantes : 

- pour les maladies mitochondriales d'origine genetique : Clostre, Mitochondries : 
decouvertes physiopathologiques recentes et nouvelles perspectives therapeutiques, 
Ann. Pharm. Fr. (2001), 59, 3-21 ; 

10 - pour le sepsis (choc septique) : Fink, Cytopathic hypoxia. Mitochondrial dysfunction 
as mechanism contributing to organ dysfunction in sepsis, Crit. Care Clin. (2001), 17 
219-237 ; 

- pour la cirrhose du foie : Tsukamoto et coll., Current concept in the pathogenesis of 
alcoholic liver injury, FASEB J (2001), 15(8): 1335-49; « 

15 - pour la toxicit6 cardiaque, renale ou hepatique induite par des. -agents 
m6dicamenteux : Lewis et coll., Mitochondrial toxicity of antiviral drugs, Nat! Med. 
1(5), 417-22. 

Le fait que les composes de formule generate (I) decrite cypres empSchent le 
gonflement des mitochondries permet done d'envisager leur utilisation notamment pour 
20 preparer un medicament destine a traiter une maladie / un desoidre choisi parmi les 
maladies / desordres suivants : les myopathies, les amyopathies, les ptosis, l'atrophie 
optique, la retinite pigmentaire, la surdite, l'hepatomegalie, la cytolyse hepatique, la 
cardiomyopathie hypertrophique, l'ophtalmoplegie exteme progressive chromque, le 
syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le syndrome de Leber, le syndrome 
Narp, les syndromes MELAs, le syndrome de Pearson, le sepsis, la cirrhose du foie, et 
la toxicite cardiaque, renale ou hepatique induite par des agents medicamenteux. 

De preference, les composes de formule generale (I) decrite ci-apres seront utilises pour 
preparer un medicament destine a traiter une maladie / un desordre choisi parmi les 
maladies / desordres suivants : les amyopathies, les ptosis, l'atrophie optique, la retinite 
30 pigmentaire, la surdity la cytolyse hepatique, l'ophtalmoplegie externe progressive 
chronique, le syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le syndrome de Leber, 
• le syndrome Narp, les syndromes MELAs, le syndrome de Pearson, le sepsis, la 
cirrhose du foie, et la toxicite cardiaque, renale ou hepatique induite par des agents 
medicamenteux. 



25 
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Plus preferentiellement, les composes de fonnule g6n6rale (I) d6crite ci-aprfes seront 
utilises pour preparer un mddicament destine a traiter une maladie / un desordre choisi 
parmi les maladies / d6sordres suivants : les amyopathies, les ptosis, I'atrophie optique, 
la retinite pigmentaire, la surdite, la cytolyse hSpatique, Tophtalmoplegie exteme 
5 progressive chronique, le syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le 
syndrome de Leber, le syndrome Narp, les syndromes MELAs, le syndrome de Pearson, 
la cirrhose du foie, et la toxicity cardiaque, r&iale ou h6patique induite par des agents 
medicamenteux. 

Tout particuli&rement, les composes de fonnule generate (T) decrite ci-apres seront 
10 utilises pour preparer un medicament destine a traiter la cirrhose du foie. 

Selon rinvention, les compos6s de fonnule g6n6rale (I) 




dans laquelle'"' 

>yir - 

A represente un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, R 6 represente un 
15 atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 represente 
un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy et R 8 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, 
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ou encore A represente un radical (A2) 




(A2) 

dans lequel R 9 et R 10 repr£sentent independamment un atome d'hydrogene ou un radical 
hydroxy, alkyle ou alkoxy, R n represente un atome d'hydrogfene ou un radical alkyle et 
R 12 represente un atome d'hydrogdne ou un radical hydroxy, alkyle ou alkoxy ; 

5 B represente un atome d*hydrog£ne ou un radical alkyle ; 

n repr&ente un entier de 0 k 5 ; 

R 1 et R 2 represented independamment un atome d'hydrogdne ou un radical alkyle ou •'. 
cycloalkyle ; 

R* et R 4 representent independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, ou~ 
16 bien R 3 et R 4 forment ensemble avec 1; atome d'azote qui les porte un h6terocycle* 
comptant en tout de 1 a 2 heteroatomeset de 5 & 7 chainons, h&erocycle dont les. 
chainons manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 representant un 
atome d'hydrogene, le groupe -OH ou un radical alkyle ou alkoxy et R 14 representant un 
atome d'hydrogene ou un radical alkyle, -COR 15 , -COOR 15 ou -CONR l6 R 17 , R 15 
15 representant un radical alkyle et R 16 et R 17 representent independamment un atome ! 
d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

ou les sels pharmaceutiquement acceptables des composes de formule generate (I) 

peuvent etre utilises pour preparer un medicament destine a proteger les mitochondries. 

Par alkyle ou alkoxy, lorsqu'il n'est pas donne plus de precision, on entend un radical 
20 alkyle ou alkoxy lin6aire ou ramifie comptant de 1 a 6 atomes de carbone. Par 
cycloalkyle, loisqu'il n'est pas donne plus de precision, on entend un systeme 
monocychque carbone comptant de 3 k 7 atomes de carbone. Enfin, par halogtee, on 
entend les atomes de fluor, de chlore, de brome ou d'iode. 
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De plus, lorsqu'il n'est pas donn6 plus de precision, on entend par un radical 
6ventuellement substitue un radical comportant un ou des substituants choisis 
ind6pendamment panni le groupe compose d'un atome halogene et des radicaux alkyle 
et alkoxy. 

5 Par hetSrocycle, on entend notamment les radicaux piperidine, piperazine, morpholine 
et thiomorpholine. Par alkyle lin6aire ou ramifie ayant de 1 a 6 atomes de carbone, on 
entend en particulier les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle, 
isobutyle, sec-butyle et tert-butyle, pentyle, neopentyle, isopentyle, bexyle, isohexyle. 

Par sel pharmaceutiquement acceptable, on entend notamment des sels d f addition 
10 d'acides inorganiques tels que chlorhydrate, bromhydrate, iodhydrate, sulfate, 
phosphate, diphosphate et nitrate ou d f acides organiques tels que acetate, mal£ate, 
fumarate, tartrate, succinate, citrate, lactate, m£thanesulfonate, p-toluenesulfonate, 
pamoate et stearate. Entrent egalement dans le champ de la presente invention, lorsqu'ils 
sont utilisables, les sels fonnes k partir de bases telles que Thydroxyde de sodium ou de 
15 potassium. Pour d'autres exemples de sels pharmaceutiquement acceptables, on peut se 
referer a "Salt selection for basic drugs", Int. J. Pharm. (1986), 33, 201-217. 

Par ailleurs, certains des composes de formule generate (I) peuvent se presenter sous la 
forme d'enantiom&res. La presente invention inclut les deux formes enantiomeres et 
toutes combinaisons de ces formes, y compris les melanges rac6miques ^R,S". Dans un 
20 souci de simplicite, lorsqu'aucune configuration sp6cifique n ! est indiqufie dans les 
formules de structure, il faut comprendre que les deux formes enantiomeres et leurs 
melanges sont repr6sent6s. 

De pr6f6rence, les composes de Tinvention seront tels qu'ils comportent au moins Tune 
des caract&istiques suivantes : 

25 • A representant un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogene ou un radical m&hyle, R 6 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou 
alkoxy, R 7 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, 
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hydroxy ou alkoxy et R 8 repr6sente un atome d'hydrogdne ou un radical alkyle, 
cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, 

ou encore A representant un radical (A2) 




(A2) 

dans lequel R 9 et R 10 representent independamment un atome d'hydrogene ou un 
5 radical hydroxy, alkyle ou alkoxy, R n repr6sente un atome d'hydrog&ne ou un 
radical m6thyle et R 12 repr&ente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 
alkyle ou alkoxy ; 

• B representant un atome d'hydrogfcne ou un groupe methyle ou ethyle ; 

• n representant un entier de 0 k 3 ; >■ 

10 • R 1 et R 2 representant independamment un atome d'hydrog&ne ou un radical alkyle ; 

• R 3 . jet R 4 representant independamment un atome\d'hydrog&ie ou un radical alkyle, 
ou bjen R 3 et R 4 formant ensemble avec l'atome d'azote qui les porte un heterocycle 
comptant en tout de 1 a 2 h&eroatomes et de 5 k 7 chainons, het6rocycle dont les 
chainons manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 representant 

15 un atome d'hydrogene, le groupe -OH ou im radical mfithyle ou methoxy et R 14 
repr6sentant un atome d'hydrogdne ou un radical alkyle, -COR 15 , -COOR 15 ou 
-CONR I6 R 17 , R 15 repr6sentant un radical alkyle et R 16 et R 17 representent 
independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle. 
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Plus preferentiellement, les compos6s de l'invention seront tels qu'ils comportent au 
moins Tune des caract6ristiques suivantes : 

• A repr£sentant un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogene, R 6 represente un atome 
5 d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 repr6sente un 
atome d'hydrogene ou un radical .alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy etvR 8 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou 
alkoxy, 

i 

ou encore A representant un radical (A2) 




(A2) 

10 dans lequel R 9 et R 10 represented independamment un atome d'hydrogene ou tin 
radical hydroxy, alkyle ou alkoxy, R n represente un atome d'hydrogene et R" 
represente im atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, alkyle ou alkoxy ; 

• B representant un atome d'hydrogene ou un groupe methyle ; 

• n representant un entier de 0 a 2 ; 

15 • l'un de R 1 et R 2 representant un atome d'hydrogene, l'autre representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle ou cycloalkyle ; 

• R 3 et R 4 representant independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
ou bien R 3 et R 4 formant ensemble avec 1' atome d' azote qui les porte un heterocycle 
a 6 chainons comptant en tout de 1 a 2 heteroatomes, heterocycle dont les chainons 
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manquants sont choisis paraii -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 representant un atome 
d'hydrogene, le groupe -OH ou un radical methyle et R M representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle. 

Encore plus preferentieliement, les composes de l'invention seront tels qu'ils 
5 comportent au moins Tune des caract6ristiques suivantes : 

• A representant un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel^R 5 . repr6sente un atome d'hydrogene, R- represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 ' represente un atome 
d'hydrogene pu un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy et R-'represente un atome 
10 d'hydrog&nfe ou un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy, • 1 

ou encore A representant un radical (A2) r 




dans lequel R 9 et R 10 representent independamment un atome d'hydrogene ou mi 
radical hydroxy, methyle, ethyle, m6thoxy ou ethoxy, R n repr6sente un atome 
d'hydrogene et R 12 represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 
15 methyle, ethyle, m£thoxy ou ethoxy ; 

• B representant un atome d'hydrogene ; 

• n representant un entier de 0 a 1 ; 

• l'un de R 1 et R 2 representant un atome d'hydrogene, Pautre representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle (et de preference un radical alkyle lineaire ou 
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ramifie comptant de 1 k 3 atomes de carbone, en particulier un radical m6thyle ou 
Sthyle) ; 

• R 3 et R 4 representant independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
ou bien R 3 et R 4 fonnant ensemble avec 1' atome d'azote qui les porte un heterocycle 
5 k 6 chainons comptant en tout de 1 k 2 h&eroatomes, h&6rocycle dont les chainons 
manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 representant un atome 
d'hydrogene, le groupe -OH ou im radical m6thyle et R 14 representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle. 

De fa9on particulierement pr£f6ree, le radical (Al) sera un radical 



R* R 6 




10 . ; dai^s,lequel R 5 repr&ente un atome d'hydrogene.;bu un radical alkyle (et en particulier 
up atome d'hydrogene), R 6 repr£sente un r^tfical alkyle (en particulier le radical 
wo-propyle ou terf-butyle et plus particulierement le radical terf-butyle) et R 7 repr£sente 
' uri radical alkyle (en particulier le radical i isopropyle ou tert-butyle et plus 
particulierement le radical terf-butyle). 'PA* • 

15 De meme, de fa9on particulierement preferee, le radical (A2) sera un radical 




dans lequel R 9 reprSsente un atome d'hydrogene ou un radical m£thyle ou methoxy (et 
en particulier un atome d'hydrogene), R n represente un atome d'hydrogene ou un 
radical methyle (et en particulier un atome d'hydrogene) et R 12 repr&ente un atome 
d'hydrogene ou un radical m6thyle ou m£thoxy (et en particulier un atome 
20 d'hydrogene). 
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En outre : 

- on preferera tout particulierement les cas oil n repr6sente 0 ; 

- la variante de 1'invention selon laquelle A represente un radical (Al) sera 
gen&alement pr6fer6e par rapport a celle selon laquelle A represente un radical (A2) ; 

5 - on preferera les cas oil R 3 et R 4 represented ind6pendamment un atome d'hydrogene 
ou un radical alkyle & ceux dans lesquels R 3 et R 4 forment ensemble avec Patome 
d'azote qui les porte un h&erocycle ; 

- lorsque R 3 ou R 4 repr&entera un radical alkyle, il s'agira de preference d'un radical 
alkyle comptant de 1 a 3 atomes de carbone, et en particulier d'un radical methyle ou 

10 ethyle (tout particulierement d'un radical methyle) ; 

- lorsque R 3 et R 4 forment ensemble avec Fatome d'azote qui les porte un heterocycle, 
cet heterocycle sera de preference un radical pipfrazinyle, morpholinyle ou 
thiomorpholinyle (et plus pr6f6rentiellement un radical piperazinyle) ou, encore un 

radical piperidinyle substitue (de preference en position 3 ou 4) par un radical hydroxy ; 

• . •■. , 

15 - lorsque R 6 , R 7 ou R 8 representera un radical alkyle, il s'agira de preference d'un 
radical alkyle comptant de 3 a 6 atomes de carbone, et en particulier d*uii radical 
ter/-butyle ou iso-propyle. 

En particulier, les composes siiivants peuvent etre utilises selon 1'invention 

- 4-[3,5-bis(l,l-dimethylethyl)^-hydroxyphenyl]-N-m6thyl-2-t^ ; 
20 - N-methyl[4-(10H-phenothiazin-2-yl)-l,3-thiazol-2-yl]methm ; 

- 2,6^tert-butyl-4-{2-[(4-methylpiperazin-l-yl)me^ ; 

- 4-[2-(aminom6thyl)-l,34hiazol^yl]-2,6^ ; 

- 2,6-dite^butyl-4-{2-[l-(m^^ ; 

ou leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

25 Les compositions pharmaceutiques contenant un compose de 1'invention peuvent etre 
sous forme d'un solide, par exemple des poudres, des granules, des comprimes, des 
gelules, des liposomes ou des suppositoires. Les supports solides appropries peuvent 
etre, par exemple, le phosphate de calcium, le stearate de magnesium, le talc, les sucres, 
le lactose, la dextrine, 1'amidon, la gelatine, la cellulose, la cellulose de methyle, la 

30 cellulose carboxymethyle de sodium, la polyvinylpyrrolidine et la tire. 
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Les compositions phannaceutiques contenant un compos6 de Finvention peuvent aussi 
se presenter sous forme liquide, par exemple, des solutions, des Emulsions, des 
suspensions ou des sirops. Les supports liquides appropries peuvent etre, par exemple, 
l'eau, les solvants organiques tels que le glycerol ou les glycols, de meme que leurs 
5 melanges, dans des proportions varices, dans l'eau. 

L'administration d ! un medicament selon l'invention pourra se faire par voie topique, 
orale, parenterale, par injection intramusculaire, etc. 

La dose d'un produit selon la pr6sente invention, k pr&voir pour le traitement des 
maladies ou troubles mentionnes ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, TSge 
10 et le poids corporel du sujet a traiter ainsi que Tetat de ce dernier, et il en sera d6cid6 en 
definitive par le m6decin ou le v6t£rinaire traitant. Une telle quantity determine par le 
medecin ou le veterinaire traitant est appelee ici "quantity thSrapeutiquement efficace". 

A titre indicatif, la dose d'administration envisagee,.pour un medicament selon 
Tinvention e^t.comprise entre 0,1 mg k 10 g suivant le type de compose actif utilise. 

15 La preparation des composes de formule g£n£rale (I) selon la pr6sente invention est 
d&rite dans la demande de brevet PCT WO 01/26656. 

A moins qu'ils ne soient d6finis d'une autre manifcre, toiis les termes techniques et 
scientifiques utilises ici ont la mSme signification que celte couramment comprise par 
un sp6cialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette' invention. De meme, toutes 
20 les publications, demandes de brevets, tous les brevets fet toutes autres references 
mentionnees ici sont incorpor£es par reference. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne 
doivent en aucun cas etre consid6r6s comme une limite k la port6e de Tinvention. 
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EXEMPLES 

Les composes suivants : 

chlorhydrate de 4-[3,5-bis(l,l-dime%lethyl)-4-hy<k^^ 
thiazolem6thanamine (compose 1), 

5 - chlorhydrate de N-methyl[4-( 1 0H-ph6nothiazin-2-yl)- 1 ,3-thiazol-2-yl]m6thanamine 
(compos6 2), 

- chlorhydrate de 2,6-ditert-butyl-4-{2-[(4-m6thylp^ 
4-yl}ph6nol (compose 3), 

- chlorhydrate de 4-[2-(aminom6thyl)-l ,3-thiazol-4-yl]-2,6-di(/er^-butyl)phenol 
10 (compos64)et 

- chlorhydrate de 2,6-dite/^butyl-4-{2-[l-(me^^ 
(composes) 

' ■ " ■ 

ont 6t6 soumis au test d' etude du gonflement de mitochondries isotees de foie de rat 
comme d6crit ci-apres. 

15 Tous les composes mentionnds ci-dessus ont ete d6crits dans la demande PGT* 
WO 01/26656 ou sont accessibles parties methodes de synthese analogues k celles 
- decrites dans ce document. 

Le test consiste a mesurer Knteraction des composes vis-a-vis du gonflement de 
20 mitochondries isolees de foie de rat, mesure par absorbance spectophotom6trique. Le 
gonflement des mitochondries isolees de foie est utilis6 comme un indicateur de la 
modification de la perm6abilit6 de transition et peut etre induit par differents agents: le 
tert-butylhydroperoxyde (t-BH); l'ion methyl phenyl pyridinium (MPP + ) et le 
dihydrogenophosphate de potassium (Pi) en presence de calcium (Ca 2+ ). 
25 Le t-BH est metabolise par la gluthation peroxydase systeme, epuisant le pouvoir 
reducteur de la mitochondrie represents par le NAD(P)H et le gluthation (GSH) et 
conduisant a Toxydation des groupements SH. 

Le MPP + est un inhibiteur du complexe I de la chaine de transport des electrons de la 
mitochondrie provoquant une generation de radicaux libres, une diminution du potentiel 
30 de membrane facilitant Touverture du pore de transition et P extrusion du cytochrome c. 
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Le Pi cteclenche la perm6abilit6 de transition en diminuant la concentration d'ADP de la 
matrice, en stimulant la peroxydation lipidique et la production de radicaux libres 
mitochondriaux. 

Preparation d&^ 

5 Le foie de rat Sprague-Dawley de 240-260 g, mis a jeun la veille, (Charles River, 
France) est pr61ev6, pes6, emince dans 50 ml de tampon d'extraction (225 mM de 
mannitol; 75 mM de sucrose; 0,2 mM d'EDTA; 5 mM de TRIS-HC1, pH 7,4 a 4°C) et 
homog6neis6 selon le protocole d6crit par Johnson et Lardy (Isolation of liver and 
kidney mitochondria, Methods Enzymol (1967), 10, 94-96) et Holtzman et coll. (Effects 

10 of osmolar changes on isolated mitochondria of brain and liver, J. Neurochem. (1978), 
30, 1409-1419) i Taide d'un homog6n6iseur de verre (5 allers/retours). L'homogenat est 
centrifug6 pendant 5 minutes a 1 085 g. Le suraageant resultant est centrifug6 k 
17 000 g. pendant 10 minutes. Puis le culot est repris dans 12,5/ml de tampon 
d'extraction par agitation douce a 1'aide d'une tige de verre, puis la suspension est 

15 centrifugSe k 17 000 g pendant 10 minutes. Le culot obtenu est femis en suspension 
dans 1 ml de tampon d'extraction k 4 °C. La concentration en proteiijes tnitochondriales 
(68,48 ± l,17mg/ml) est determinee par la methode de Lowry (Protein measurement 
with the folin phenol reagent, J BioLChem, 93, 1951 : 265-275). La suspension 
mitochondriale est cdhservee dans la glace et utilisee dans les 3 heures: - 

20 Mesuredugonfl^ '* /(' 

La quantification du gonflement des mitochondries est effectu6e en.,mesurant a Taide 
d'un spectrophotomfetre (Shimadzu UV-2401PC) la dispersion de la lumifere a 540 nm. 
Les mitochondries (concentration finale de 0,5 mg proteines/ml pour l'induction du 
gonflement par le Pi oii 1 mg/ml pour le t-BH et le MPP+) sont incubees dans 3,6 ml de 
25 tampon contenant : 

- lorsque 1'agent indttcteur est t-BH : 225 mM de mannitol,- 75 mM de sucrose, 3 mM 
d'HEPES, 5 mM de succinate, et 0,5 nmoles de rotenone / mg de proteines, pH 7,4, 
&25 °C; 

- lorsque 1'agent inducteur est MPP+ : 225 mM de mannitol, 75 mM de sucrose, 
30 5 mM de HEPES, 5 mM/0,5 mM de glutamate/malate, pH 7,4, a 25 °C ; 

- lorsque 1'agent inducteur est Pi : 150 mM de sucrose, 65 mM de KC1, 2,5 mM de 
succinate, 5 yM de rotenone et 10 mM d'HEPES - KOH, pH 7,4, a 30 °C. 

Un volume de 1,8 ml de la suspension correspondante est introduite dans la cuvette de 
mesure du spectrophotometre ainsi que dans la cuvette dite de reference en pr6sence des 
35 composes a tester. La mesure de variation d'absorbance (AA ^ des deux cuvettes est 
effectu6e en parallele. 
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Inductiondu 

Lorsque F agent inducteur est t-BH : apr&s 2 min d'incubation a 25 °C, 70 nmoles de 
CaCl 2 sont ajoutees et 2 minutes plus tard, 200 de t-BH sont introduits dans la 
cuvette de mesure [m£thode modifiSe de Broekemeir et Pfeiffer (Cyclosporin A is a 
5 potent inhibitor of the inner membrane permeability transition in liver mitochondria, 
Biol Chem. (1989), 264, 7826-7830)]. 
Lorsque F agent inducteur est MPP+ : aprfes 5 min d'incubation a 25 °C, 1 mM de 
MPP+ et 50 \iM de Ca 2+ sont introduits dans la cuvette de mesure suivis 2 min plus tard 
par 300 de Pi [m&hode modifi6e de Cassarino et coll. (The parkinsonian neurotoxin 
10 MPP+ opens the mitochondrial permeability transition pore and releases cytochrome c 
in isolated mitochondria via an oxidative mechanism, Biochim. Biophys. Acta (1999), 
1453, 49-62)]. 

Lorsque Fagent inducteur est Pi : aprfcs 1 min d'incubation a 30 °C, 10 \iM de CaCl 2 
sont iiitroduits dans les deux cuvettes. Cinq minutes plus tard, le gonflement est 

15 declenche par Fintroduction de 4 mM de dihydrogendphosphate de potassium dans la 
cuvette de mesure uniquement [m&hode modifi6e de Kowaltowski et coll. (Effect of 
indfg^iuc phosphate concentration on the nature -of inner mitochondrial membrane 
alterations mediated by Ca 2+ ions. A proposed model for phosphate-stimulated lipid 
peroxidation, J. Biol Chem. (1996), 271, 2929-2934) et Elimadi et coll. (Trimetazidine 

20 counteracts the hepatic injury associated with ischemia - reperfiision by preserving 
initwhondrial function, J. Pharmacol Exp. Then (1998X 286, 23-28)]. 

AmlyseA^dgnnees 

La Vitesse de diminution de Fabsorbance A 5 4 0 est proportionnelle a la vitesse de 
recrutement des mitochondries en phase de modification de permeabilite de transition. 

25 Cette vitesse est exprim6e par le AA 540 /min/mg pfbf&ine, calcutee k partir de la tangente 
de la partie la plus pentue de Fabsorbance en fonction du temps (UV-2101/3101PC 
Optional Kinetics Software). L'efficacitS des prodiiits, dont les effets sont testes deux k 
trois fois, est estim£e par leur aptitude £ diminuer de maniere significative la vitesse de 
recrutement des mitochondries en phase de modification de permeabilite. Les 

30 comparaisons sont effectuees en utilisant une analyse de variance. Une valeur de 
p < 0,05 est consid6r6e comme statistiquement significative. 

Msultats 

Les composes 1 & 5 cites ci-dessus ont, a une concentration 6gale ou inSSrieure & 25 nM, 
significativement diminu6 la vitesse de recrutement des mitochondries en phase de 
35 modification de perm6abilit6 induite soit par le tBH, le MPP+ ou le Pi. 
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Revendications 



1. Utilisation (Tun compose de fonmile generate (I) 




0) 

sous forme de melange rac&nique, d'enantiomfere ou de toute combinaisori de ces 
formes, dans laquelle : 

5 A reprSsente un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogfene ou un radical alkyle, R 6 represente un 
atome d'hydrogdne ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 represente 
un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy et R 8 
represente un atome d'hydrogfcne ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, 

1 0 ou encore A represente un radical ( A2) 




(A2) 
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dans lequel R 9 et R 10 represented independamment un atome d'hydrogene ou un radical 
hydroxy, alkyle ou alkoxy, R n represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle et 
R 12 represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, alkyle ou alkoxy ; 

B represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

5 n represente un entier de 0 a 5 ; 

R 1 et R 2 representent independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ou 
cycloalkyle ; 

R 3 et R 4 representent independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, ou 
bien R 3 et R 4 forment ensemble avec 1' atome d'azote qui les porte un h£terocycle 

10 comptant en tout de 1 k 2 hSteroatomes et de 5 k 7 chainons, heterocycle dont les 
chainons manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 repr&entant un 
atome d'hydrogene, le groupe -OH ou un radical alkyle ou alkoxy et R 14 repr&entant un 
atome d'hydrogene ou un radical alkyle, -COR 15 , -COOR 15 ou -CONR 16 R 17 , R 15 
repr^sentant un radical alkyle et R 16 et R 17 representent independamment un atome 

1 5 d'hydrogene ou tin radical alkyle ; 

etant entendu qu'un radical alkyle ou alkoxy, lorsqu'il n'est pas donne plus de precision, 
est lineaire ou ramifie et compte de 1 a 6 atomes de carbone et qu'un radical 
cycloalkyle, lorsqu ! il n'est pas donne plus de precision, compte. de 3 a 7 atomes de 
carbone ; 

20 ou d'un sel pharmaceutiquement acceptable d'un compose de formule gen6rale (J) 

pour preparer uh medicament destine a traiter une maladie / un d6sordre choisi parmi les 
maladies / desordres suivants : les myopathies, les amyopathies, les ptosis, Patrophie 
optique, la retitiite pigmentaire, la surdite, l'hepatomegalie, la cytolyse hepatique, la 
cardiomyopathie hypertrophique, Pophtalmopiegie externe progressive chronique, le 
25 syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le syndrome de Leber, le syndrome 
Narp, les syndromes MELAs, le syndrome de Pearson, le sepsis, la cirrhose du foie, et 
la toxicite cardiaque, renale ou hepatique induite par des agents medicamenteux. 
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2. Utilisation selon la revendication 1, caract6risee en ce que : 
• A represente un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogene ou un radical methyle, R 6 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou 
alkoxy, R 7 represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, 
hydroxy ou alkoxy et R 8 represente mi atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, 

ou encore A repr6sentant un radical (A2) 




(A2) 

dans lequel R 9 et R 10 represented independamment un atome d'hydrogene ou un 
10. radical hydroxy, alkyle ou alkoxy, R ,? represente un atome d'hydrogene ou un 
radical methyle et R 12 represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 
alkyle ou alkoxy ; 

• B represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle ou ethyle ; 

• n represente un entier de 0 a 3 ; 

15 • R 1 et R 2 represented independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle ; 

• R 3 et R 4 repr6sentent independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
ou bien R 3 et R 4 forment ensemble avec 1'atome d'azote qui les porte un heterocycle 
comptant en tout de 1 k 2 h6teroatomes et de 5 a 7 chainons, heterocycle dont les 
chainons manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 representant 
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un atome d'hydrogfene, le groupe -OH ou un radical methyle ou methoxy et R 14 
repr6sentant un atome d'hydrog&ne ou un radical alkyle, -COR 15 , -COOR 15 ou 
-CONR ,6 R 17 , R 15 representant un radical alkyle et R' 6 et R 17 repr&entent 
independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle. 

5 3. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que : 

• A represente un radical (Al) 




(Al) 

dans lequel R 5 represente un atome d'hydrogene, R 6 represente un atome 
d'hydrogSne ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 represente un 
atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou alkoxy et R 8 
represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, cycloalkyle, hydroxy ou 
alkoxy, 

ou encore A represente un radical (A2) 




(A2) 

dans lequel R 9 et R 10 representent independamment un atome d'hydrogene ou un 
radical hydroxy, alkyle ou alkoxy, R u represente un atome d'hydrogene et R 12 
represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, alkyle ou alkoxy ; 

• B represente un atome d'hydrogene ou un groupe methyle ; 

• n represente un entier de 0 k 2 ; 

• Tun de R 1 et R 2 represente un atome d'hydrogene, l'autre representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle ou cycloalkyle ; 



WO 03/009843 



PCT7FR02/02660 



-19- 

• R 3 et R 4 represented independamment un atome d'hydrogene ou un radical alkyle, 
ou bien R 3 et R 4 forment ensemble avec l'atome d'azote qui les porte un h&erocycle 
a 6 chainons comptant en tout de 1 a 2 heteroatomes, het6rocycle dont les chainons 
manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 repr6sentant un atome 

5 d'hydrogene, le groupe -OH ou un radical methyle et R 14 representant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris£e en ce que : 

• A repr6sente un radical (Al) 




v (Al) V 

dans ,;lequel R 5 represente un atome d'hydrogene; R 6 represente un atome 
10 d'hydrogene ou un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy, R 7 represente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy et R 8 repr6sente un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle, hydroxy ou alkoxy, . 

ou encore A represente un radical (A2) 




(A2) 

dans leqiiel R 9 et R 10 repr&entent independamment un atome d'hydrogene ou un 
15 radical hydroxy, m6thyle, ethyle, methoxy ou ethoxy, R n represente un atome 
d'hydrogene et R 12 represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 
methyle, ethyle, m6thoxy ou ethoxy ; 

• B represente un atome d'hydrogene ; 

• n represente un entier de 0 a 1 ; 
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• Pun de R 1 et R 2 repr6sente un atome d'hydrogfene, Pautre repr6sentant un atome 
d'hydrogene ou un radical alkyle (et de preference un radical alkyle lin£aire ou 
ramifie comptant de 1 a 3 atomes de carbone, en particulier un radical m6thyle ou 
ethyle) ; 

5 • R 3 et R 4 representent independamment un atome d'hydrog&ne ou un radical alkyle, 
ou bien R 3 et R 4 forment ensemble avec P atome d'azote qui les porte un heterocycle 
h 6 chainons comptant en tout de 1 a 2 h6t6roatomes, heterocycle dont les chainons 
manquants sont choisis parmi -CHR 13 -, -NR 14 -, -O- et -S-, R 13 repr&entant un atome 
d'hydrogene, le groupe -OH ou un radical methyle et R 14 repr6sentant un atome 
10 d'hydrog&ne ou un radical alkyle. 

5. Utilisation selon la revendication 1, caract6ris6e en ce que n repr6sente 0. 

6. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 5, caract&isee en ce que A repr6sente 
un radical (Al). 

7. Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que Tun des composes 
15 suivants est utilise : ; ' 

- 4-[3,5-bis(l,l-dimethylethy^ 

- N-m6thyl[4-(l 0H-ph6nothiazin-2-yl)^l ,3-thiazol-2-yl]m6thanamine ; ' : ' : 
-2,6-ditert-butyl-4-{24^ ; v. 

- 4-[2-(aminom&hyl)-l,3-thiazo^^ ; ' 
20 - 2,6-dite^butyl-4-{2-[l-(m^^^ ; 

ou un sel pharmaceutiquement acceptable d'un de ces demiers. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 1 & 7, caractdrisee en ce que le medicament 
pr6par6 est destinS a traiter une maladie / un desordre choisi parmi les maladies / 
desordres suivants: les amyopathies, les ptosis, 1'atrophie optique, la retinite 

25 pigmentaire, la surdite, la cytolyse hepatique, Pophtalmoplegie externe progressive 
chronique, le syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le syndrome de Leber, 
le syndrome Narp, les syndromes MEL As, le syndrome de Pearson, le sepsis, la 
cirrhose du foie, et la toxicit6 cardiaque, r6nale ou h6patique induite par des agents 
medicamenteux. 
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9. Utilisation selon la revindication 8, caracteris6e en ce que le medicament pr6pare est 
destin6 k traiter une maladie / un desordre choisi panni les maladies / desordres 
suivants : les amyopathies, les ptosis, Fatrophie optique, la r6tinite pigmentaire, la 
surdite, la cytolyse hepatique, Fophtalmoptegie externe progressive chronique, le 

5 syndrome de Kearns Sayre, le syndrome de Leigh, le syndrome de Leber, le syndrome 
Narp, les syndromes MELAs, le syndrome de Pearson, la cirrhose du foie, et la toxicite 
cardiaque, renale ou hepatique induite par des agents medicamenteux. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que le medicament prepare 
est destine a traiter la cirrhose du foie. 
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